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群 结构 的 影响 ! 


完 甘 串 赛 糖 对 奶 4 


F 瘤 角落 群 结构 


影响。 选择 泌乳 阶段 相近 、 胎 次 相同 的 泌乳 早期 奶牛 4 头 ， 随 机 分 为 2 组， 对照 组 饲 喂 基 


础 饲 粮 ， 试 验 组 饲 喂 基础 饲 粮 ， 同 时 添加 60 gk HRE 


口腔 灌注 添加 。 采 用 2x2 


交叉 试验 设计 ， 每 期 21 d， 预 试 期 14 d， 采 样 期 7d。 结 果 表 明 : 1) 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 甘 


露 寡 糖 极 显著 提高 了 瘤胃 液 乙酸 的 浓度 CP<0.01) ， 乙 酸 / 丙 酸 提高 了 8.47% (P>0.05) 。2) 


与 对 照 组 相 比 ， 门 水 


提高 (P<0.01) ; 


&K^ 


FE, S8 


“上 ， 厌 氧 螺 菌 属 的 相对 了 


E 度 极 显 著 降低 (P<0.01) , JH 


FE 度 显著 提高 (P<0.05) , RE 


FE 菌 门 的 相对 丰 度 极 显 著 
属 的 相对 丰 


度 显 著 降 低 CP<0.05) ， 锥 形 杆 菌 属 的 相对 丰 度 极 显著 降低 CP<0.01) ， 瘤 上 胃 球 菌 属 、 假 丁 


酸 弧 菌 属 以 及 毛 螺 菌 属 的 相对 丰 度 分 别 增 加 24.34%、12.83%、31.80% (P>0.05) , RIK 


氏 菌 属 的 相对 丰 度 降低 4.66% (P>0.05) ， 未 注释 韦 荣 氏 菌 属 的 相对 丰 度 提高 143.11% 


(P>0.05) ， 脱 硫 弧 菌 属 的 相对 丰 度 提高 4.88% (P>0.05) 。 在 本 试验 条 件 下 ， 添 加 甘 圳 窒 


糖 降低 了 瘤胃 细菌 的 多 样 性 ， 对 纤维 素 降解 


乙酸 浓度 显著 增加 ， 但 对 瘤胃 液 pH 无 显著 影响 。 


关键 词 : 奶牛 ; 瘤 


中 图 分 类 号 : S816 


功能 性 寡 糖 的 一 种 。 研 究 发 现 甘露 寡 糖 能 够 改善 刷 
[1， 增 强 免疫 力 申 ， 提 高 动物 生产 改 
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23 ”全 排出 体外 ， 而 对 乳酸 菌 等 有 益 菌 没有 负面 影响 加。 近 几 年 研究 人 员 在 成 年 反刍 动物 上 也 进 
24 “ 行 了 甘露 寡 糖 应 用 研究 ， 发 现 其 在 促进 瘤 由 发 酵 、 瘤 胃 菌 群 结构 等 方面 也 具有 积极 作用 。 


25 Heinrichs 等 四 报道 , 甘露 碍 糖 能 够 优化 牛 的 骨 肠 道 微 生 态 环境 ， 促 进 双 歧 杆菌 等 有 益 菌 的 增 


下 


26 ”和 殖 ， 抑 制 大 肠 杆菌 等 致 病菌 的 增殖 。 刘 立 恒 等 四 研究 报道 ， 饲 粮 添 加 甘露 碍 糖 与 其 他 寡 糖 组 


27 ” 合 后 ， 牛 瘤胃 液 细 菌 的 PCR- 变 性 梯度 凝 胶 电 泳 C(PCR-DGGEO 图 谱 条 带 数 明显 增加 ， 经 测 


28 ，” 序 ,其 中 2 个 是 产 琥 珀 酸 丝 状 杆菌 属 。 甘 露 寡 糖 作为 主要 功能 性 寡 糖 在 单 骨 动 物 上 研究 较 多 ， 


29 ”目前 在 反刍 动物 上 的 应 用 研究 也 备 受 关注 , 但 甘露 寡 糖 如 何 改变 瘤 骨 菌 群 结构 目前 报道 不 一 。 


30 ”为 此 ,本 研究 基于 16S rDNA 高 通 量 测序 分 析 技术 ， 探 讨 添加 甘露 之 糖 对 奶牛 瘤 骨 菌 群 结 构 


31 ”与 多 样 性 的 影响 ， 为 其 在 奶牛 中 的 应 用 研究 提供 理论 依据 。 


32 1 材料 与 方法 
33 11 试验 材料 


34 甘露 守 糖 购买 于 河南 三 化 生物 科技 公司 ， 纯 度 为 99%。 
35 12 试验 动物 与 饲 粮 
36 选择 4 头 泌 乳 天 数 为 20 d、 日 产 奶 量 30 kg 左右 、 体 重 为 550 kg 左右 的 经 产 〈 二 胎 ) 中 


37) 国 荷 斯 坦 泌乳 奶牛 作为 试验 动物 。 根 据 NRC (2001) 奶牛 饲养 标准 配制 饲 粮 ， 精 粗 比 为 40: 


38 60 (DM 基础 ) ， 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 试 验 动物 采用 全 混合 日 粮 (TMR) A 


39 ”方式 , 日 投料 3 次 ， 自 由 采 食 。 全 天 自由 饮水 。 
40 表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 王 物质 基础 ) 
o 41 Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (DM basis) % 
项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 
EP F=. Alfalfa licorice 21.53 
羊 草 Leymus chinensis 3.14 
玉米 青贮 Corn silage 27.65 
玉米 Com 24.47 
14.68 


豆粕 Soybean meal 


ZEXk Wheat bran 1.48 


hina Y 


全 棉籽 Whole cottonseed 4.20 


TRE) Premix” 0.91 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 0.91 
食盐 NaCl 0.80 
氧化 镁 MgCl 0.23 
合计 Total 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels” 


粗 和 蛋白 质 CP 17.35 
产 奶 净 能 NEL (MJ/kg) 7.23 
中 性 洗涤 纤维 NDF 31.25 
酸性 洗涤 纤维 ADF 22.63 
钙 Ca 0.84 
WP 0.40 
42 0 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The premix provided the following per kg of the diet: VA 14 


43  0001IU, VD37500IU, VE43 mg, Se 0.6 mg, Cu30 mg, Fe358 mg, Mn260 mg, REX 


44 ” 钠 salinomycin sodium salt 20 mg, fF IKEY zinc bacitracin 100 mg, WRITE sulfuric acid 


45 bacillus 39 mg. 


46 2 产 奶 净 能 为 计算 值 回 ， 其 他 为 实测 值 。NEr was a calculated value”, and others were 


© 47 measured values. 
48 13 试验 设计 


49 将 试验 牛 随机 分 为 2 组， 对照 组 饲 喂 基础 饲 粮 ， 试 验 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 同 时 添加 60 g 


50 AHRR (AREXE) ， 通 过 口腔 灌注 添加 。 采 用 2x2 交叉 试验 设计 ， 每 期 21 d, 


51 ”其 中 预 试 期 14 d， 采 样 期 7d。 


52 ”1.4 样品 采集 与 处 理 


53 14.1 瘤胃 液 采 集 


54 LAE D Sa ORS BLU. ERFARER, FEET AR, A 
55 ” 径 要 超过 取样 软 管 ) ， 插 入 深度 不 要 超过 咽 部 ， 外 面 露 出 20 cm 左右 ， 工作 人 员 能 够 用 手 把 
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其 固定 ， 然 后 把 软 管 〈2.5 m 左右 ) 通过 口腔 硬 
的 咀嚼 过 程 使 瘤 骨 液 自 然 流出 。 


内 径 逐 步 送 入 瘤 骨 ， 将 牛头 压低 ， 通 过 牛 


me 


1.4.2 ”瘤胃 液 的 处 理 


将 采集 的 瘤胃 液 转移 至 实验 室内 ， 用 4 层 纱布 过 滤 ， 将 过 滤 后 的 瘤胃 液 等 量 混 匀 。pH 


直接 用 比 色 计 测 定 ; 取 20 mL 瘤胃 液 于 50 mL 离心 管 中 ， 然 后 将 部 分 转移 至 含有 3 mL 25% 


偏 磷酸 和 0.6% 2- 乙 基 丁 酸 的 10 mL 离心 管 ， 于 -20 °C 的 冰箱 内 保存 ， 用 于 挥发 性 脂肪 酸 浓 


度 的 测定 。 挥 发 性 脂肪 酸 浓度 采用 气相 色谱 法 [00 (Agilent-6890N SA EWO WE; AR 
50 mL 瘤 骨 液 于 离心 管 中 ， 放 置 于 -80 'C 冰 箱 冻 存 ， 用 于 菌 群 结构 分 析 ， 共 有 8 个 样品 ， 其 


中 添加 甘露 寡 糖 的 试验 组 4 个 样品 (MT-1、MT-2、MT-3、MT-4)， 没 有 添加 甘露 寡 糖 的 对 


照 组 4 个 样品 (CK-1、CK-2、CK-3、CK-4) 。 


1.5 DNA 样品 提取 、 扩 增 


1.5.1 DNA 提取 


DNA 采用 试剂 盒 提 取 ， 试 剂 盒 采购 于 南京 建成 生物 研究 所 ， 提 取 步 又 参照 试剂 盒 
说 明 书 操作 。 


的 


1.5.2 PCR 扩 增 


D 


PCR 扩 增 前 用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 DNA 样品 的 


E 度 和 浓度 , 于 离心 管 中 取 适量 的 样品 


进行 稀释 。 将 稀释 后 的 基因 组 DNA 作为 模板 。 瘤 骨 液 DNA. 扩 增 目的 片段 为 V3+V4 X, K 


概 长 度 468 bp, V3+V4 区 引物 为 341F-806R", 5| 4g FP 9j WN 341F: 5 
-CCTAYGGGRBGCASCAG-3' ; 806R: 5' -GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’ 。 


1.6 PCR 产物 的 混 样 和 纯化 


Hi 


PCR 产物 使 用 胶 浓度 为 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 ， 依 照 PCR 产物 浓度 的 检测 结 
果 进 行 等 浓度 混 样 ,充分 混 匀 后 使 用 胶 浓度 为 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 PCR 产物 , 使 用 南 
京 建成 生物 研究 所 提供 的 


LH 


收 试剂 盒 回 收 产物 。 


1.7 Miseq 测序 


将 样品 送 至 广州 基 迪 奥 生 物 科 技 有 限 公 司 进行 Miseq 测序 ,测序 采用 Miseq 2500 PE 250 


18 ”数据 统计 分 析 
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94 


95 


96 


97 


98 


99 


100 


101 


数据 采用 Excel 2007 进行 初步 处 理 , 采用 SAS 8.2 统计 软件 中 的 两 阶段 交叉 设计 资料 的 
方差 分 析 进 行 数据 处 理 。 数 据 ! 平均 值 二 标准 误 表示 。 P«0.05 为 差异 显著 ，P<0.01 为 差异 
极 显 著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 甘露 拭 糖 对 奶牛 瘤胃 发 酵 参 数 的 影响 


由 表 2 可 以 看 出 ， 试 验 组 奶牛 瘤胃 液 pH 与 对 照 组 相 比 提高 了 2.46% (P>0.05) . 与 对 


照 组 相 比 , YSU SE SE A e Se Y Je] SIZ RIK EE (P<0.01), 乙酸 /两 酸 提高 了 8.4796 


(P>0.05) 。 


X2 HERRIA ACS BUT RC UR 


Table 2 Effects of mannan oligosaccharides on fermentation parameters in the rumen of dairy 


COWS 
Im A Items 对 照 组 试验 组 SEM PIÈ 
Control group Experimental group P-value 

pH 6.92 7.09 0.01 0.08 
乙酸 Acetic acid/(mmol/L) 54.608 64.284 3.68 <0. 001 
丙 酸 Propionic acid/(mmol/L) 22.16 23.93 2.08 0.37 
JER Butyrate acid/(mmol/L) 18.17 20.83 1.32 0.05 
乙酸 /两 酸 Acetic acid/propionic acid 2.48 2.69 0.05 0.30 


同行 数据 肩 标 无 字母 表示 差异 不 显著 C(P>0.05), 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 C(P<<0.05 )， 


不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 (P<0.01) 。 表 4~ 表 6 同 。 

In the same row, values with no letter superscript mean no significant difference (P > 0.05), 
while with different small letter superscripts mean significant difference (P < 0.05), and with 
different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01). The same as Table 4 to 


Table 6. 


2.2 16S rDNA 基因 V3+V4 区 域 扩 增 结果 


对 照 组 和 试验 组 每 组 取 4 个 样 ， 共 取 8 个 瘤 骨 液 样品 。 对 8 个 瘤胃 液 样 品 总 DNA. 进行 


100 ”质量 检测 ， 检 测 结果 表明 ， 浓 度 及 纯度 均 符 合 lumina Mise 平台 测序 要 求 ， 可 以 进行 后 续 


103 ”试验 。 对 不 同样 品 基 因 


ANS 


H DNA 进行 16S rDNA 基因 V34+V4 区 扩 增 ， 扩 增 的 条 带 大 小 正确 ， 


104 ”浓度 合适 且 条 带 单一 ， 如 图 1 所 示 ， 适 合 后 续 测序 试验 。 


105 
eo mmm 
106 
107 9. 10. 17. 18 为 对 照 组 样品 ，1、2、25、26 为 试验 组 样品 。 
108 9, 10, 17 and 18 were samples of control group, 1, 2, 25 and 26 were samples of experimental group. 
109 图 1 样本 16SrDNA 基因 V3+V4 区 域 扩 增 结 
110 Fig.l Amplification results of V3+V4 region of 16S rDNA gene of samples 


11] 23 奶牛 瘤胃 菌 群 基因 序列 及 多 样 性 分 析 


112 ”2.3.1 操作 分 类 单位 (OTU) 数 量 


113 经 Illumina Miseq 测序 结束 后 ， 除 去 低 质量 序列 ， 通 过 序列 拼接 ， 应 用 Mothur， 根 据 


114 ”97% 的 序列 相似 度 ， 对 序列 进行 OTU 划分 。 根 据 OTU 聚 类 分 析 结 果 , 分 析 不 同样 品 的 聚 类 


115 ”信息 ， 依 照 其 共有 、 特 有 的 OTU 信息 绘制 韦 恩 图 (Venn graph) ， 由 图 2 可 知 ， 添 加 甘露 
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CK: 对 照 组 ，MT: 试验 组 。 
CK: control group; MT: experimental group. 
图 2 奶牛 瘤胃 液 菌 群 韦 恩 图 
Fig.2 Venn graph of microflora in rumen fluid of dairy cows 


2.3.2 Alpha 多 样 性 分 析 


2.3.2.1 OTU 稀释 曲线 和 OTU Shannon 稀释 曲线 


为 了 检测 测序 得 到 的 数据 能 否 科 学 充分 反映 试验 组 与 对 照 组 瘤胃 液 菌 群 的 分 布 情况 , 本 
试验 根据 获得 的 OTU 数据 ， 以 随机 抽取 的 序列 数 与 OTU 数量 来 构建 曲线 ， 做 出 每 个 样品 
的 稀释 曲线 ， 可 用 来 说 明 样 本 测序 数据 量 是 否 足 以 反映 物种 多 样 性 。 从 图 3、 图 4 中 可 以 看 
出 ， 测 序 深度 较 小 时 ，OTU 数量 变化 剧烈 ，OTU 数量 随 着 测序 深度 的 增加 而 大 幅 增加 ， 当 
测序 深度 达到 5 000 reads 时 ， 稀 释 曲线 仍 有 上 升 趋势 ， 表 明 瘤 骨 内 仍 有 新 的 细菌 尚未 被 发 
现 。 当 测序 深度 达 5 000 reads IY, Shannon 曲线 已 达到 饱和 状态 ， 说 明 测 序 趋向 饱和 ， 即 当 


前 的 测序 量 足 够 进行 样品 菌 群 多 样 性 分 析 。 


The Rarefaction of Different Samples 


Number of OTUs Oberserved 


2000 10000 15000 20000 25000 30000 


CK1~4: 对 照 组 样品 ，MT1~4: 试验 组 样品 。 


CK1 to 4: samples of control group; MT1 to 4: samples of experimental group. 


137 R3 ”奶牛 瘤胃 细菌 OTU 稀释 曲线 

138 Fig.3 OTU dilution curve of bacteria in the rumen of dairy cows 

139 

Multy samples Shannon-Wiener Curves 

u T RE zo. ue LINE C 
- 141 CK1~4: 对 照 组 样品 ，MT1~4: 试验 组 样品 。 
: 142 CK1 to 4: samples of control group; MT1 to 4: samples of experimental group. 
, 143 4 | 奶牛 瘤 由 细菌 OTU Shannon 稀释 曲线 
EN 144 Fig.4 OTU Shannon dilution curve of bacteria in the rumen of dairy cows 
co 145 2.3.22 OTU Alpha 多 样 性 分 析 

146 Alpha 多 样 性 是 对 单个 样品 中 物种 多 样 性 的 分 析 , 包括 Chaol 18250. ACE 18290. Shannon 


147 ”指数 以 及 Simpson 指数 等 0。Chaol 指数 和 ACE 指数 是 根据 所 测 得 的 Tags 数量 和 OTU 的 


148 ”数量 以 及 相对 比例 来 预测 样品 中 微生物 的 种 类 OTU 的 数量 ) ， 是 基于 已 知 结果 所 得 相对 
c 149 — fÈ. Shannon 指数 是 一 个 综合 反映 OTU 丰 度 和 OTU 均匀 度 2 方面 因素 的 一 个 多 样 性 指数 ， 


150 — Shannon 指数 越 大 ， 越 接近 于 0， 则 表示 该 样品 中 的 物种 越 丰 寅 。 


3n 


151 由 表 3 可 知 ， 试 验 组 的 ACE 指数 和 Chaol J8 SCRE ZA, EH AS EE SERES 


152 ”奶牛 瘤 肯 中 细菌 丰富 度 指数 降低 ，Shannon 指数 小 于 对 照 组 ，Simpson 指数 大 于 对 照 组 ， 说 


153 ” 明 添 加 甘露 守 糖 使 得 奶牛 瘤胃 中 细菌 多 样 性 降低 ,并且 获 盖 率 均 大 于 0.93， 说 明 样 品 采 集 足 


154 ”以 反映 瘤胃 茵 群情 况 。 


155 表 3 样品 多 样 性 指数 
156 Table 3 Diversity indexes of samples 
项 目 对 照 组 试验 组 SEM P 值 


Items Control group Experimental group P-value 


丰富 度 指 数 Richness index 


ACE 指数 ACE index TRUE t 730.040 0,324 
Chaol 指数 Chaol index 3 972.270 5 564.692 288.201 0.429 
多 样 性 指数 Diversity index 
Shannon 指数 6.328 6.295 0.014 0.734 
Simpson 指数 0.007 0.009 0.000 0.485 
覆盖 率 Coverage/% 93.900° 95.3008 0.000 0.018 
157. 24 瘤 角 菌 群 结构 分 析 
158 2414 门 水 平 


p 159 由 图 5、 表 4 up, FE SE 29 个 门 ， 包 括 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 、 


160 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 、 变 形 细菌 门 〈Proteobacteria)、 螺 旋 菌 门 (Spirochaetes) . Jii 


161 [|] (Cyanobacteria) ~ JI] CVerrucomicrobi) 、 丝 状 杆菌 门 〈Fibrobacteres ) 、 软 壁 菌 
162 门 〈Tenericutes) 、 浮 霉菌 门 (Planctomycetes) ~ MHI] (Actinobacteria) . KEKE 


163 (Elusimicrobia) 、 互 养 菌 门 〈Synergistetes ) 、 广 古 菌 门 (Euryarchaeota) 、 梭 杆菌 门 


ward 


164 CFusobacteria) ~ 2¢ 2 fT] (Chloroflexi) 、 酸 杆菌 门 (Acidobacteria) . 2 


165 (Armatimonadetes) 等 。 其 中 拟 杆 菌 门 、 厚 壁 菌 门 和 变形 细菌 门 占 到 总 菌 群 比例 的 90% 。 


166 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 甘露 朝 糖 极 显著 降低 了 奶牛 瘤胃 液 中 蓝藻 门 的 相对 丰 度 CP<0.01) ， 极 


2 
F 


= 167 ”显著 提高 了 装甲 菌 门 相对 丰 度 CP<0.01) ; RIH Be SEI AT DA Be RI ee ea. AR 


梭 杆菌 门 、 酸 杆菌 门 的 相对 丰 度 ， 但 差异 均 不 显著 CP>0.05) . 


mu 
E: 
一 


168 


Taxonomy Stack Distribution 


a * Unclassified 
- Others 
= Proteobacteria 
* Firmicutes 
= ipaeterojdetes: | 
169 
170 5 门 水 平 上 瘤 骨 菌 群 分 布 图 
171 Fig.5 Distribution diagram of rumen bacteria at phylum level 
172 表 4 HERIDA EI BREE, OP EDGE SE BE E SEIS 


173 Table 4 Effects of mannan oligosaccharides on relative abundance in rumen bacteria of dairy 


174 COWS at phylum level % 

门 对 照 组 试验 组 SEM P fü 差异 倍数 log? 值 
Phylum Control group Experimental group P-value log2 fold change 
拟 杆菌 门 Bacteroidetes 66.461 67.646 0.005 0.735 0.026 

厚 壁 菌 门 Firmicutes 23.781 24.597 0.003 0.787 0.049 

变形 细菌 门 Proteobacteria 3.857 4.252 0.002 0.813 0.141 

螺旋 菌 门 Spirochaetes 1.362 1.113 0.000 0.651 -0.292 

Wil] Cyanobacteria 1.2974 0.8048 0.000 0.007 -0.691 

疣 微 菌 门 Verrucomicrobi 0.467 0.652 0.090 0.418 0.483 
丝 状 杆菌 门 Fibrobacteres 0.303 0.263 0.137 0.804 -0.204 

软 壁 菌 门 Tenericutes 0.293 0.333 0.024 0.538 0.186 

浮 霉 菌 门 Planctomycetes 0.070 0.218 0.001 0.161 1.631 

放 线 菌 门 Actinobacteria 0.070 0.175 0.075 0.530 1.318 

迷 踪 菌 门 Elusimicrobia 0.055 0.057 0.005 0.900 0.053 


cpu. 
ES 


|] Synergistetes 
|] Euryarchaeota 
|] Fusobacteria 
|] Chloroflexi 


|] Acidobacteria 


|] Armatimonadetes I 


0.023 


0.007 


0.007 


0.002 


0.001 
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0.017 


0.003 


0.007 


0.000 


0.003^ 


0.000 


0.001 


0.000 


0.000 


0.000 


0.000 


0.075 


0.455 


0.595 


0.549 


0.451 


0.003 


BRIK 


3t—7mb2 


化 


属 的 相对 3 


E 


分 别 为 普 


分 类 水 平 到 有 


(Treponema) ~ Shuttleworthiay 3% 


未 注释 毛 螺 


酸 的 脱硫 弧 菌 


E 
E3 
ry 


ERE, ia 


Æ (Veillonellaceae NA) 的 相对 


CSuccinivibrionaceae NA) 、 未 注释 毛 螺 菌 


(Ruminococcaceae NA) 、 未 注释 普 雷 沃 氏 菌 


He FS 


& (Coprococcus ) 。 试 验 组 锥 形 杆 菌 属 CPyramidobacter ) 


雷 沃 式 菌 属 CPrevotella) ~ NA, 824-7 NA、 未 注释 琥珀 酸 弧 菌 属 


属 (Lachnospiraceae NA) 、 未 注释 瘤胃 球菌 属 


本 试验 奶牛 瘤 骨 液 菌 群 总 共 涉 及 219 个 属 种 。 由 图 6 和 表 5 
可 知 ， 表 中 共 显 示 丰 度 相 对 较 高 的 25 个 属 种 占 各 样品 总 菌 属 91% 以 上 ， 其 中 13 个 菌 属 的 


相对 丰 度 较 高 ， 


属 (Prevotellaceae NA) ~ HIRIA Js 


CSucciniclasticum ) ~ J Ej ERG)  CRuminococcu) 、 丁 酸 弧 菌 属 CButyrivibrio) 、 梅 毒 螺旋 属 


的 相对 丰 度 极 显 著 低 于 对 照 组 CP<0.01) , REJE (Clostridium) 的 相对 丰 度 显著 低 于 对 照 


2H (P<0.05) 。 与 纤维 素 降解 有 关 的 瘤胃 球 


Æ (Anaerobiospirillum) 的 相对 丰 度 ， 试 验 组 显 


a J. (Be J RI 


茵 属相 对 丰 度 较 对 照 组 增加 了 8.16%(P>0.05)。 E PERCHE KAY Er TK RTA 


er aa 4.66% (P>0.05) 。 利 用 乳酸 为 主 的 未 注释 韦 荣 氏 菌 


fl) CPseudobutyrivibrio) 的 相 


寺 丰 度 ， 试 验 组 较 对 照 组 分 别 增加 了 24.34%、12.83% CP>0.05) 。 与 半 纤 维 素 分 解 有 关 的 


著 高 于 对 照 组 (P<0.05) 。 试 验 组 


FE 度 ， 试 验 组 较 对 照 组 提高 了 143.11% (P>0.05) 。 氧 化 乳 


(Desulfovibrio) 的 相对 丰 度 ， 试 验 组 较 对 照 组 提高 了 4.88% (P>0.05) . 
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191 
192 6 ” 属 水 平 上 瘤胃 菌 群 分 布 图 
193 Fig.6 Distribution diagram of rumen bacteria at genus level 
194 表 5 甘露 寡 糖 对 奶牛 瘤 骨 菌 群 在 属 水 平 相对 丰 度 的 影响 
195 Table 5 Effects of mannan oligosaccharides on relative abundance in rumen bacteria of dairy 
196 cows at genus level % 
属 对 照 组 试验 组 SEM P (ü 差异 倍数 log2 
Genus Control group Experimental group P-value log2 fold chan; 
普 雷 沃 式 菌 属 Prevotella 51.487 49.089 0.050 0.682 -0.069 
NA 11.294 12.190 0.069 0.657 0.110 
824-7 NA 8.633 8.739 0.754 0.966 0.018 
未 注释 琥珀 酸 弧 菌 属 0.033 
2.902 2.572 0.927 -0.170 
Succinivibrionaceae_NA 
未 注释 毛 螺 菌 属 0.084 
2.781 3.008 0.785 0.113 
Lachnospiraceae NA 
未 注释 瘤胃 球菌 属 0.063 
2.705 3.014 0.473 0.156 
Ruminococcaceae_NA 
未 注释 普 雷 沃 氏 菌 属 0.080 
2.509 2.399 0.892 -0.064 


Prevotellaceae NA 


解 琥 珀 酸 弧 菌 属 2.463 2.572 0.350 0.941 0.062 


Succiniclasticum 


瘤胃 球菌 属 Ruminococcus 1.787 2.222 0.018 0.583 0.315 
TRINE Butyrivibrio 1.987 2.007 1.323 0.975 0.014 
梅毒 螺旋 属 Treponema 1.354 1.104 0.304 0.702 -0.293 
Shuttleworthia 1.286 1.318 0.477 0.9565 0.036 
FRKE Coprococcus 1.035 0.894 0.002 0.214 -0.211 
梭 菌 属 Clostridium 0.6678 0.511° 0.000 0.028 -0.384 
未 注释 克 里 斯 滕 森 菌 属 0.007 

0.467 0.426 0.847 -0.134 
Christensenellaceae NA 


O BRR Moryella 0.352 0.155 0.018 0.064 -1.183 
2, F16 NA 0.343 0.544 0.015 0.466 0.664 
O 未 注释 书 荣 氏 菌 属 0.173 
© 0.341 0.829 0.271 1.280 
AI Veillonellaceae NA 
ca BR EAE Oscillospira 0.312 0.343 0.036 0.943 0.046 
= RFN20 0.304 0.314 0.046 0.943 0.046 
: 、 ”纤维 杆菌 属 Fibrobacter 0.303 0.263 0.137 0.884 -0.203 
: RFP12 NA 0.294 0.300 0.059 0.968 0.031 
= eT Re 0.067 
0.265 0.299 0.181 
Pseudobutyrivibrio 0.871 
毛 螺 菌 属 Lachnospira 0.261 0.344 0.121 0.743 0.400 
脱硫 弧 菌 属 Desulfovibrio 0.246 0.258 0.022 0.895 0.070 
假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 0.043 0.033 0.004 0.822 -0.3771 
锥 形 杆 菌 属 Pyramidobacter 0.0194 0.0078 0.015 0.007 -1.482 
厌 氧 螺 菌 属 Anaerobiospirillum 0.015° 0.0254 0.000 0.032 0.778 
197 2.5 样品 组 间 差 异 LEFse 分 析 
198 利用 LEFse 软件 对 差异 组 间 进 行 分 析 ，LEFse 先 对 所 有 组 样品 间 进 行 kruskal-Wallis f 


199 和 检验 (一 种 多 样本 比较 时 常用 的 检验 方法 ) ， 将 筛选 出 的 差异 再 通过 wilcoxon 秩 和 检验 
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(一 种 两 样本 成 组 比较 常用 的 检验 方法 ) 进行 两 两 组 间 比 较 , 最 后 筛选 出 的 差异 使 用 线性 判 


断 分 析 CLDAO 得 出 的 结果 进行 排序 得 到 图 7-A。 图 7-A 展示 了 不 同 组 中 相对 丰 度 差异 显著 


的 物种 ( 


X LDA Score) 。 随 后 通 


7-B)。 在 进化 分 支 图 中 ， 


), 柱状 图 的 长 度 代表 差异 物种 的 影响 大 小 ( 即 


过 将 差异 映射 到 已 知 层级 结构 的 分 类 树 上 的 方式 得 到 进化 分 支 图 (图 


由 内 至 外 辐射 的 圆圈 代表 了 由 门 至 属 (或 种 ) 的 分 类 级 别 。 在 不 同 


分 类 级 别 上 的 每 一 个 小 


圆圈 代表 该 水 平 下 的 一 个 分 类 , 小 圆圈 直径 大 小 与 相对 丰 度 大 小 呈正 


比 。 着 色 原 则 : 无 显著 差异 的 物种 统一 着 色 为 黄色 。 由 图 7-A 和 图 TB 可 知 ， 装 甲 菌 门 


( Armatimonadetes ) 
(Acholeplasmatales ) 的 


4C0d 2. YS2 和 瘤 菌 属 


Bl CK Ea MT 
1 


~ RB046. SJA 176. & IK JS (Kingella) 和 无 胆 省 原 体 目 


相对 丰 度 较 对 照 组 显著 增加 ; 锥 形 杆菌 属 、 蓝 藻 菌 属 (Cyanobacteria)、 


(Ruminicola) 较 对 照 组 显著 降低 。 


| 


: Acholeplasmatales 
Pyramidobacter d 


EE Cyanobacteria 


ruminicola : 
l 


: ; 
—4 =3 =2 =] 0 1 2 3 4 


LDA SCORE (log 10) 


Cladogram 
mmm ck Uu 
mE MT 
, "e 
SY} Wy yy 7 % 
SS S | 7 
SS wl 25 
SO WW LL 
= CA z 


A:LDA 值 分 布 柱 状 图 ; B: 进化 分 支 图 。 


A: LDA value distribution histogram; B: cladogram. 
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215 图 7 LEFse 差异 分 析 图 

216 Fig.7 LEFse difference analysis diagram 

217 3 讨 i$ 

218 瘤 骨 中 的 微生物 是 反刍 动物 不 可 缺少 的 消化 菌 群 , 瘤胃 为 微生物 提供 相对 稳定 的 生存 环 


219 Si, 瘤胃 微生物 主要 包括 细菌 、 原 虫 和 真菌 。 其 中 细菌 含量 极其 丰富 ， KRZ, KER 
220 ”研究 表明 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 是 哺乳 动物 骨 肠 道 的 优势 菌 群 弓 5。 本 试验 研究 发 现 ,添加 甘 
221 — 露 寡 糖 后 奶牛 瘤 骨 中 菌 群 多 样 性 降低 。 闵 力 09 研 究 发 现 ， 添 加 功能 性 进 糖 组 合 可 以 增加 瘤 


222 胃 内 液 相 微生物 种 类 ， 而 且 促 进 部 分 瘤 骨 液 内 液 相 细菌 的 生长 繁殖 ， 使 其 成 为 优势 菌 群 。 本 
223 WARRI, 添加 甘露 寡 糖 极 显著 降低 了 奶牛 瘤 上 胃液 蓝藻 门 的 相对 丰 度 , 极 显 著 提高 装甲 菌 门 
224 ”的 相对 丰 度 。Derakhshani07 报 道 奶 牛 产后 瘤 骨 装 甲 苗 门 丰 度 降 低 ， 其 原因 有 可 能 是 基于 奶 
225 ， 牛 产 后 饲 粮 变化 、 能 量 负 平衡 等 生理 应 激 , 产后 奶牛 饲 粮 精 粗 比 增加 ， 纤 维 比例 降低 ， 装 甲 
226 ” 菌 门 有 可 能 以 纤维 素 和 半 纤 维 素 为 矶 源 ， 纤 维 素 主要 化 学 结构 为 B-1,4 RR. (E Lee09 研 
227 ” 究 发 现 ， 非 纤维 碳水 化 合 物 能 够 显著 促进 装甲 菌 门 细菌 的 生长 。 本 试验 结果 表明 , 添加 甘露 


228 BAAN DAE BERS APT eR, HR ABR, EE ASIA AB -1,3 葡 聚 糖 和 
229 B-1,6 WRR, SEPA Fee AE ESa-1Q4-NEEREE, CAN TR] ZF YB -1,4 葡 聚 


230 糖 。 


231 粗饲料 是 反刍 动物 主要 的 饲料 来 源 , 粗饲料 中 纤维 物质 在 瘤胃 微生物 与 瘤胃 的 共同 作用 
232 ”下 快速 降解 转化 为 营养 物质 以 满足 反刍 动物 的 能 量 需求 09]。 细 菌 和 真菌 在 分 解 利用 纤维 素 
233 ”过 程 中 起 着 主要 作用 , 细菌 、 原 虫 和 真菌 通过 酶 的 催化 使 纤维 素 和 半 纤 维 素 分 解 为 瘤 骨 能 够 


234 ”吸收 的 小 分 子 物质 aq， 其 中 纤维 素 分 解 菌 对 纤维 素 的 降解 作用 尤为 重要 。 本 试验 研究 发 现 ， 
235 ”添加 甘露 袜 糖 使 得 与 纤维 素 降解 有 关 的 瘤胃 球菌 属 和 假 丁 酸 弧 菌 属 的 相对 丰 度 分 别 增加 
236 ”24.34%、12.83%。 通 过 瘤胃 发 酵 参 数 可 以 看 出 ， 试 验 组 奶牛 瘤胃 pH 与 对 照 组 相 比 提高 


237 ”2.46%。 为 瘤胃 纤维 降解 菌 的 增殖 提供 了 适宜 的 pH。 间 力 恒 等 中 添加 功能 性 窒 糖 组 合 后 ， 牛 
238 ， 瘤 骨 液 中 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 属相 对 丰 度 增加 , 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 是 瘤 骨 主要 纤维 降解 菌 。 本 
239 ”研究 发 现 , 添加 甘露 赛 糖 后 ,奶牛 瘤 骨 中 与 半 纤 维 素 分 解 有 关 的 大 氧 螺 菌 属 的 相对 丰 度 ， 试 


240 ” 验 组 与 对 照 组 比较 显著 提高 ， 未 注释 毛 螺 菌 属相 对 丰 度 ， 试 验 组 与 对 照 组 相 比 丰 度 增加 了 
241 ”8.16%。 闵 力 09 研 究 报 道 ， 在 添加 甘露 寡 糖 等 功能 性 朝 糖 的 组 合 后 ， 锦 江 黄牛 瘤胃 液 细菌 
242  PCR-DDGE 产生 了 12 个 特异 性 条 带 ， 经 测序 分 析 ， 其 中 2 株 为 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 ， 提 高 了 
243 ” 瘤 骨 对 纤维 的 降解 率 ， 提 高 粗饲料 降解 率 。 
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奶牛 瘤 骨 中 广泛 存在 着 降解 和 利用 淀粉 的 普 雷 沃 氏 菌 属 P1。 本 试验 中 ， 添 加 甘露 寡 糖 
后 奶牛 瘤 骨 中 与 淀粉 降解 有 关 的 普 雷 沃 氏 菌 属相 对 丰 度 , 试验 组 与 对 照 组 相 比 降低 了 4.66%。 
由 本 试验 结果 可 以 看 出 ， 普 雷 沃 氏 菌 属相 对 丰 度 达到 了 49% 以 上 ， 是 瘤胃 主要 的 细菌 菌 属 。 
闵 力 09 研 究 报道 ， 在 锦江 黄牛 的 饲 粮 中 添加 功能 性 寡 糖 组 合 后 瘤胃 中 增加 了 1 株 栖 瘤 骨 普 


雷 沃 氏 菌 属 ， 但 并 未 见 瘤 胃 普 雷 沃 氏 菌 属 丰 度 变 化 的 报道 。 添 加 甘露 寡 糖 之 后 ， 奶 牛 瘤 骨 梭 


(Clostridium fibrinolysis ) ~ F^ 3€ NAR A 


菌 属相 对 丰 度 极 显著 降低 ， 通 过 本 试验 可 以 看 


不 是 瘤 骨 主 要 菌 属 ,虽然 不 是 瘤 角 中 的 主要 细 


其 相对 丰 度 仅 占 0.5% 左 右 ， 说 明 梭 菌 属 并 


K] 


但 其 在 瘤胃 中 的 种 类 多 ,有 纤维 降解 梭 


下 


C Clostridium perfringens ) Fil T RIR H C Clostridium 


butyrate) ， 还 有 菌株 可 降解 蛋白 质 P3， 而 且 从 饲 喂 高 含量 淀粉 的 反刍 动物 瘤 骨 中 可 以 分 离 


得 到 丁 酸 梭 菌 户 ， 丁 酸 权 菌 水 解 淀粉 但 不 水 解 纤维 素 ， 水 解 淀粉 和 糖 类 的 最 终 代 谢 产 物 为 


丁 酸 、 乙 酸 和 乳酸 。 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 甘露 寡 糖 极 显 著 提高 了 瘤 骨 液 乙酸 的 浓度 ， 乙 酸 / 
丙 酸 提高 了 8.47%。 同 时 本 研究 发 现 ， 于 对 照 组 相 比 ， 添 加 甘露 寞 糖 后 瘤胃 中 以 利用 乳酸 为 


主 的 未 注释 韦 荣 氏 菌 属相 对 丰 度 提高 


143.11%， 氧 化 乳酸 的 脱硫 弧 菌 属相 对 丰 度 提高 了 


4.88%。 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 甘露 拭 糖 极 显著 提高 了 瘤胃 乙酸 的 浓度 ， 但 添加 甘露 拭 糖 后 瘤 


H pH 比 对 照 组 提高 了 2.46%。 与 乙酸 、 丁 酸 等 挥发 性 有 机 酸 比较 ， 乳 酸 的 酸性 更 强 ， 对 瘤 


H pH 的 贡献 更 大 ， 甘 露 寡 糖 对 于 瘤胃 pH 的 调控 有 可 能 是 以 利用 淀粉 为 主 的 菌 属 与 以 利用 


乳酸 为 主 的 未 注释 韦 荣 氏 等 菌 属 综合 作用 的 结果 ， 但 具体 机 理 还 需 进一步 研究 。 


4 5 论 


CO 本 试验 条 件 下 ， 添 加 甘露 寡 糖 降低 了 奶牛 瘤胃 菌 群 的 多 样 性 ， 门 水 平 上 ， 蓝 藻 门 
相对 丰 度 极 显 著 降低 ， 装 甲 菌 门 相 对 丰 度 极 显著 提高 。 属 水 平 上 ， 与 半 纤 维 素 分 解 


有 关 的 厌 氧 螺 菌 属 的 相对 丰 度 ， 试 验 组 较 对 照 组 显著 提高 ， 与 淀粉 降解 有 关 的 梭 菌 


属相 对 丰 度 ， 试 验 组 较 对 照 组 显著 降低 。 


D 添加 甘露 寡 糖 可 以 增加 与 纤维 降解 有 关 的 奶牛 瘤胃 主要 菌 属 瘤胃 球菌 属 、 假 丁 酸 
弧 菌 属 以 及 毛 螺 菌 属 的 相对 丰 度 ， 降 低 了 与 淀粉 降解 有 关 的 普 雷 沃 菌 属相 对 丰 度 ， 


提高 了 利用 乳酸 为 主 的 未 注释 


但 差异 均 不 显著 。 


BORA 


BDA Se eG FL PR AS Hi I at Js SIA TS E 


Al Ja 


(3) YSU SE SEN eH TOF LR, ER pH 无 显著 影响 。 
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Effects of Mannan Oligosaccharides on Rumen Bacteria Flora in Dairy Cows Based on 16S rDNA 
High-Throughput Sequencing Technology 
GUO Tingting HU Dandan FU Zilin LI Na XU Xiaofeng“ 


(Collage of Agriculture, Ningxia University, Yinchuan 750021, China) 


Abstract: This experiment was conducted to study the effects of mannan oligosaccharides on 
rumen microflora flora of dairy cows based on 16S rDNA high-throughput sequencing technology. 
Four healthy Chinese Holstein lactating dairy cows with the same parity in the similar lactation 
period were randomly divided into 2 groups. Cows in control group were fed a basal diet and 
those in experimental group were fed the basal diet with 60 g/cow mannan oligosaccharides. The 
experiment was designed through a 2 x 2 cross-over test with 21 days in each stage (14 days for 
pre-experiment and 7 days for samples collection). The results showed as follows: 1) compared 
with the control group, mannose oligosaccharides significantly increased acetic acid concentration 
in the rumen (P<0.01), and acetic acid/propionic acid also increased, but no significant difference 
was found (P > 0.05). 2) Compared with the control, at the phylum level, the abundance of 
Cyanobacteria decreased significantly (P<0.01), and that of Armatimonadetes increased 
significantly (P<0.01). At the genus level, the abundance of Anaerobiospirillum significantly 
increased (P<0.05), and that of Clostridium significantly decreased (P<0.05). The abundance of 
the Pyramidobacter decreased significantly (P<0.01). The abundances of Ruminococcus, 
Pseudobutyrivibrio and Lachnospira increased by 24.34%, 12.83% and 31.80%, respectively, but 
there was no significant difference (P>0.05). The abundance of Prevotella reduced by 4.66%, and 


that of Veillonellaceae NA and Desulfovibrio increased by 143.1196, 4.88%, respectively, but 
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there was no significant difference (P>0.05) . In this experiment, mannan oligosaccharide reduces 
the diversity of rumen bacteria of dairy cows, which obviously affects cellulolytic bacteria flora 
and hemicellulose-degrading bacteria flora and significantly increases the concentration of acetic 
acid in rumen fluid. The regulation of pH in rumen is probably affected by a combination of the 


bacteria degrading starch and bacteria using lactic acid, but the mechanism needs further study.” 


Key words: dairy cows; rumen; mannan oligosaccharides; 16S rDNA; bacteria flora 
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